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Resumo: A espécie Arrabidaea chica Verlot (Bignoniaceae) ¢ indicada para o tratamento de doengas de pele, calculos
renais, hipertensao arterial sistémica, e no combate a anemia. Seu extrato etandlico foi quimicamente investigado e avaliado
como fator no controle do tonus vascular e pressao arterial, utilizando-se como modelo anéis isolados da artéria mesentérica
superior de ratos espontaneamente hipertensos (SHR). Este trabalho reporta o relaxamento concentragdo dependente da
adi¢do cumulativa do EAC no endotélio intacto ou sem endotélio, bem como a avaliagdo da influéncia do ion célcio sobre
a resposta do EAC. Os resultados em conjunto encontrados sugerem que o principio ativo presente em Arrabidaea chica
apresenta atividade sobre os mecanismos envolvidos na hipertensdo arterial e que sua a¢do decorre do bloqueio dos canais
de calcio tipo L.

Descritores: Arrabidaea; atividade anti hipertensiva;

Abstract: Evaluation of antihypertensive activity of Arrabidaea chica Verlot extract in rat SHR. The species Arrabidaea
Verlot Chica (Bignoniaceae) is indicated for the treatment of skin diseases, kidney stones, high blood pressure, anti-
inflammatory and anti-anemia. Its ethanol extract was chemically investigated and evaluated as a factor in the control of
vascular tone and blood pressure, using as a model rings isolated superior mesenteric artery of spontaneously hypertensive
rats (SHR). This work reports the relaxation concentration dependent and cumulative addition of the EAC in the intact
endothelium or without endothelium, as well as evaluating the influence of calcium ions on the EAC’s response. The results
found together, suggest that the active ingredient present in Arrabidaea chica shows activity on the mechanisms involved in
hypertension and that his action stems from the blockade of L-type calcium channels

Descriptors: Arrabidaea; anti hypertensive activity;

INTRODUCAO

A espécie Arrabidaea chica Verlot pertence
a familia Bignoniaceae, que tem 120 géneros e 650
espécies distribuidas em zonas tropicais da Améri-
ca e da Africa’. A planta é caracterizada como uma
planta trepadeira com hastes cilindricas, suas fo-
lhas sao pecioladas, composto por 2 ou 3 folhetos
com um cirrus simples intermediario e terminal'®.

Esta espécie ¢ utilizada como composto te-
rapéutico pela populacdo, para o tratamento de
doencas da pele, intestino, colica pioderma, al-
buminuria, anemia, leucemia, diabetes melittus,
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conjuntivite e exantema. Apresenta propriedades
adstringentes e anti-inflamatorias, especialmen-
te para o Utero e ovario. No Maranhdo, também
¢ usada para tratar calculos renais e hipertensao
arterial sistémica® %!,

Estudo fitoquimico verificou a presenca de
flavonoides, antocianidina, taninos, fitosterdis em
sua composicdo®. Esta planta também tem um
grande potencial para futuras aplicagdes como a
presenca de compostos biologicamente ativos com
atividade hipotensora'®. Considerando-se esse po-
tencial, objetivamos avaliar a atividade anti-hiper-
tensiva desta espécie vegetal.
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MATERIAL E METODOS

Animais

Todos os animais utilizados neste estudo
(Rattus norvegicus, machos e espontaneamente hi-
pertensos (SHR) foram aclimatados em ambiente
controlado com temperatura mantida a (22 + 1°C), e
iluminag@o com ciclos 12/12-h dia /noite. Com aces-
so a ragdo e agua potavel ad libitum. Todos os prin-
cipios de cuidados com animais de laboratorio foram
seguidas de acordo com a Experimentagdo Animal e
Comité de Etica da Universidade Estadual do Mara-
nhao (CEEA), namero de certificado 002/2009.

Planta

A coleta das folhas de Arrabidaea chica Ver-
lot foi realizada no horto medicinal do Herbario
“Atico Seabra” da Universidade Federal do Mara-
nhao (UFMA), em fevereiro de 2007. Uma amos-
tra numero 1067 foi mantida no mesmo herbario
para referéncia.

Preparacao do extrato hidroalcodlico (EAC)
Apos a identificagdo botanica, as folhas
foram secas a temperatura controlada de 30°C e
pulverizadas em moinho elétrico para obtencao
do pd, o qual foi embebido em alcool etilico a
92% em proporg¢do 1: 2 (v/v) e maceradas. A ex-
tragdo alcodlica a partir do composto macerado
foi realizada em trés trocas sucessivas a cada
72 horas, renovando-se o solvente. Ao final do
processo, os extratos foram reunidos, filtrados
e concentrados em um rotaevaporador, a uma
pressdo reduzida e temperatura abaixo de 50°C.
A partir deste processo, o extrato hidroalcodlico
de Arrabidaea chica Verlot (EAC) foi obtido e
armazenado num frasco de ambar, mantido sob
refrigera¢do, numa temperatura de 5°C.

Determinacio da pressao arterial em ratos es-
pontaneamente hipertensos

Ratos espontaneamente hipertensos (SHR)
foram distribuidos em grupos controle tratado
com salina (1mL/100g) e grupo EAC, subdividi-
do em grupos de acordo com o tratamento a ser
recebido(0,1g/Kg; 0,25g/Kg e 0,5g/Kg). Estes ani-

mais foram tratados durante o periodo de 60 dias
diariamente por via oral (v.0.),. Durante esse in-
tervalo de tempo, foram utilizados procedimentos
de manutengdo e registro da pressao arterial (PA)
através do método indireto. Ao final de 60 dias de
tratamento os animais foram anestesiados, e proce-
deu-se a coleta da artéria mesentérica superior foi
removida para avaliagdo da reatividade.

Preparacao de anéis de artéria mesentérica su-
perior isolada de rato espontaneamente hiper-
tensos (SHR) com ou sem endotélio vascular

Os ratos foram anestesiados e submetidos a
uma incisao no abdome do animal, a artéria mesen-
térica superior foi retirada e, livre de tecido conec-
tivo e adiposo, em seguida, seccionada em anéis
do primeiro segmento da artéria. Estes aneis foram
mantidos em cubas contendo de solugao de Tyrode,
a 37° C e gaseificada com uma mistura carbogénio
e fixados a um transdutor de for¢a acoplado a um
sistema de aquisi¢do (PowerLab, ADinstruments
PTY Ltd, Sydney A). Para o registro das tensoes
isométricas cada anel foi submetido a uma tensao
constante de 0,75g por um periodo de 60 min.
Durante este tempo, as solugdes nutritivas foram
trocadas a cada 15 minutos para prevenir a inter-
feréncia de metabolitos'®. A presenga do endotélio
vascular foi verificada pelo relaxamento dos anéis
apos adicao de (10 uM) de acetilcolina (ACh). A
partir desta observagdo todos os protocolos reali-
zados em anéis mesentéricos de ratos SHR foram
seguidos deste procedimento para verificagao do
endotélio vascular. Foram considerados com endo-
télio, os anéis de artéria com relaxamento superior
a 70% da contracdo induzida por NA (10uM) para
ratos SHR Os anéis sem endotélio vascular foram
obtidos mecanicamente através do atrito entre as
paredes internas do vaso com uma haste de metal.
Os anéis com relaxamentos inferiores a 10 %, fo-
ram considerados sem endotélio'’.

Anéis de artéria mesentérica superior em ratos
SRH tratados via ora com EAC

Os animais que receberam EAC (0,1 g/Kg;
0,25 g/Kg e 0,5 g/Kg ) e salina (1mL/100g ) via
oral durante 60 dias , tiveram seus anéis de artéria
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superior isolado conforme descrito no protocolo
anterior. Estes anéis da artéria mesentérica foram
estabilizadas durante 60 minutos em um liquido
nutritivo de Tyrode e apos esse tempo de estabi-
lizagdo, foram concentragdes crescentes de nora-
drenalina (NOR) [10” a 10-* M], para obtengédo das
curvas de dose-resposta. Os valores de EC, foram
obtidos por regressao nao-linear, a partir de curvas
de dose / efeito obtidos.

Analise de EAC sobre adrenoceptores de artéria
mesentérica superior de ratos hipertensos SHR

Ap0s a verificacdo da integridade do endoté-
lio, as preparagdes de anéis de artéria mesentérica
foram estabilizadas durante 60 minutos, em liqui-
do nutritivo de Tyrode normal e em seguida foram
adicionadas concentracdes crescentes de NOR [107
a 10* M] para obtengdo de curvas concentragdo —
efeito na auséncia e na presenca dedo EAC nas dose
de 100, 200 e 300ug/ML. Este mesmo protocolo
experimental foi realizado em anéis de artéria me-
sentérica desprovida de endotélio quando se testou
o EAC nas concentragdes anteriormente citadas. Os
valores da CE, foram obtidos por regressao linear
ou ndo linear, a partir das curvas dose efeito obtidas
na presenca ¢ na auséncia do EAC.

Efeito do EAC sobre a curva dose-resposta para
o calcio (Ca *?) em anéis de artéria mesentérica
superior, a partir de ratos SHR

Apo6s procedimentos realizados para veri-
ficacdo da auséncia do endotélio vascular a solu-
c¢do de Tyrode do meio nutritivo para o 6rgao, foi
substituida por uma solugao com elevada concen-
tracdo de potéssio (KCl 60mM) apos trés minutos
as preparacoes foram lavadas por uma solugao de
Tyrode nominalmente sem calcio e permaneceram
nesta solucdo por 15 minutos. Apos este periodo,
as preparacgdes foram lavadas novamente com uma
solucao de KCI 60mM (nominalmente sem célcio)
por mais 15 minutos em seguida induzia-se uma
curva cumulativa para CaCl, [10°-10" M]. Este
procedimento foi repetido para constru¢ao de uma
segunda curva para o CaCl,. Apos esse processo
eram adicionadas as cubas concentragdes isoladas
de EAC (50; 100, 250 e 500 ug/mL) por um pe-
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riodo de incubagdo de 15 minutos, decorrido este
tempo induzia-se novamente uma curva cumulati-
va de CaCl,. Os resultados foram avaliados com-
parando-se a porcentagem da resposta contratil na
presenga EAC com aquela obtida pela amplitude
média das curvas controle de CaCl..

Avaliacao da atividade EAC sobre as contra-
cOes tonicas induzidas por NOR na auséncia ou
presenca de () BayK 8644 em anéis isolados su-
periores da artéria mesentérica de ratos SHR

ApOs a verificagdo da auséncia do endoté-
lio vascular. As preparacdes foram pré-incubadas
com uma solugdo despolarizante de KCI (20 mM)
por 20 minutos, este procedimento foi realizado
para obter uma melhor resposta ao agente contratil
utilizado'> Em seguida colocou-se as cubas o Bay
K8644 (107 uM) um iondforo de Ca,, para obten-
¢ao de uma contracdo sustentada. Na fase tonica
desta contra¢ao adicionou-se o EAC (10; 25; 50;
100, 250 e 500 pg/mL). O efeito vasorelaxante de
EAC foi avaliado através de comparagao dos valo-
resde pD,e E_ em relagdo ao controle.

Analises estatisticas

Todos os valores sao expressos em média +
S.E.M. As respostas contrateis dos grupos tratados
sd0 expressos como uma percentagem da respos-
ta maxima produzida pela noradrenalina no grupo
de controle, respectivamente, que foi tomada como
100%. Quando apropriado, o teste ¢ de Student ou
one-way andlises de variancia (ANOVA) e teste de
Newman-Keuls foram conduzidos a fim de avaliar a
significancia das diferencas entre as médias. Todas
as analises estatisticas foram realizadas utilizando
o software Graph Pad Prisma ™ versao 4.0, com
valores de p < 0,05 considerados significantes.

RESULTADOS

Avaliar o efeito do tratamento cronico com EAC
através de medida indireta da pressao arterial
sistolica média em ratos SHR.

A pressao arterial sistolica média dos ani-
mais do grupo controle (CTL) e os grupos tratados
com EAC (0,1; 0,25 ¢ 0,5 g/Kg, v.0) permaneceu
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entre 145+ 4 ¢ 151 = 5 mmHg (n=6) durante o pe-
riodo de adaptacao de 15 dias. O tratamento com
0 EAC nas doses de 0,1 e 0,25 g/Kg/dia (n=6) du-
rante 60 dias, causou redu¢ao de 21,2% no nivel
tensional da pressdo arterial em ambas as doses, a
partir da quinta semana de tratamento. No final do
tratamento as doses de 0,1 e 0,25 mg/Kg atingi-
ram reducdo da pressdo sanguinea de 38,2% e 49,6
% respectivamente quando comparados ao grupo
controle. A dose de 0,5 g/Kg (n=6) causou uma re-
ducdo de nos niveis tensionais de 34,4% a partir da
quarta semana apresentando uma cinética linear e
constante desde a sexta semana até a oitava sema-
na de tratamento atingindo um nivel de reducao de
54,4% quando comparado ao controle (Figural).
1801
1507 = CTRLSHR
-e- EAC 100 mg/Kg

=A= EAC 250 mg/Kg
-6- EAC 500 mg/Kg

1404

120+

100+

Pressao arterial

80+

60~

—rrTr
0 2 4 6
Semanas

Figura 1 - Efeito do EAC (100 e, 250 [ e 500mg/kg o; vo)
administrado durante oito semanas, sobre a pressdo
arterial sistolica dos animais SHR . O grupo contro-
le recebeu agua (5 mL/kg). Os valores sdo expressos
como média = SEM. N = 5. * p <0,05 vs controle,
teste ¢ de Student.

Efeito do tratamento cronico do EAC sobre a
reatividade vascular em ratos SHR com endo-
télio funcional

A artéria mesentérica isolada de rato hiper-
tensos SHR, previamente tratado com EAC (0,1;
0,25 ¢ 0,5 g/Kg/dia)(n=6) contraiu-se a adi¢do de
noradrenalina (NOR) com respostas proporcionais
as doses no intervalo de 10 a 10*M, com EC_ do
grupo controle de 3,4 x 107 M que foi diferente das
EC,, dos animais tratados com EAC nas de 0,1; 0,
25 ou 0,5 g/Kg/v.o. O tratamento, portanto, promo-
veu deslocamento do pD, da noradrenalina quando
comparada ao grupo controle (Figura 2).
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Figura 2 - Curvas dose resposta obtidas para o NOR na ar-
téria de ratos SHR tratados durante 8 semanas com
EAC de Arrabidaea chica Verlot. (0,1; 0,25 ¢ 0,5 g/
Kg/dia). Valores estdo expressos como média = SEM.
N= 5. ***p<(.0001 vs controle, teste ¢ de Student.

Efeito do EAC sobre adrenoceptores de artéria

mesentérica de ratos SHR

As artérias isoladas de ratos SHR, em con-
di¢des experimentais de auséncia de endotélio e
presenca EAC nas concentragdes de (100; 250 e
500 pg/mL) reduziu a contracdo maxima indu-
zida por concentragdes crescentes de NOR de
modo estatisticamente diferente e deslocou as
curvas concentragdo resposta (Figura 3 A). En-
tretanto, o EAC (100; 250 e 500 pg/mL) na pre-
senca do endotélio reduziu a contragdo maxima
em todas as doses e somente deslocou a curva
concentracao resposta para a direita nas concen-
tragdes de 100 e 500 ug/mL, segundo analise
estatistica (Figura 3 B).
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Figura 3 - Curvas de concentragdo-resposta cumulativas
para EAC (1, 5, 10, 50, 100 e 500 ug/mL) em anéis de
artéria mesentérica superior SHR pré-contraidos com
NOR (10 uM) no estado intacto (E +, m) ou sem endo-
télio funcional (E-, 0). Os valores sdo expressos como
média £ SEM. N =5,
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Avaliacdo do EAC ou F63 sobre as contracoes
induzidas por CaCl, em anéis de artéria mesen-
térica superior isolada de ratos hipertensos SHR

Em artérias mesentéricas de animais hiper-
tensos SHR, sem endotélio, o EAC (50; 100; 250
e 500 mg/mL) causou redu¢do da contracdo maxi-
ma e deslocou pD, da curva concentragdo resposta
de Ca* (10° a 3 x 10 M) para a direita em meio
despolarizante nominalmente sem de Ca? quando
comparada ao a curva controle (CTL) (Figura 4).

100+
-o- Controle

o-

Figura 4 - Curvas concentragdo-resposta para CaCl, em
solucdo despolarizante (KCl 65,4 mM) nominalmen-
te sem Ca?" em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de rato hipertenso (SHR), desprovidos de en-
dotélio funcional (Controle) e na presenca de concen-
tragdes isoladas de EAC .Os valores estdo expressos
como média = e.p.m. de 6 experimentos para cada
concentragdo.*Valor estatisticamente diferente do ob-
tido na curva controle de CaCl2 (**p<0,01 ANOVA,
versus controle).

Efeito de EAC sobre contracdes induzidas por
S-(-) Bay K8644 em anéis de artéria mesentéri-
ca superior isolada de ratos hipertensos (SHR)

A figura 5 mostra a resposta relaxante do
EAC (10; 25; 50; 100; 250 e 500 pg/mL) em anéis
de artéria mesentérica superior isolada de ratos
SHR, sem endotélio funcional e pré-contraidos
com Bay K8644 (0,1 uM), adicionado a cuba, 20
minutos apds o meio nutritivo de Tyrode ser tro-
cado por uma solucao despolarizante de (KCI1 20
mM). Como pode ser observado, o EAC promoveu
um efeito vasorelaxante dependente de concentra-
¢do na condigdes estudas.
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Figura 5 - Curvas concentrag¢ao-resposta do EAC sobre con-
tragdes induzidas por Bay K8644 (0,1 uM), em anéis
de artéria mesentérica superior isolada de ratos hiper-
tensos (SHR) sem endotélio vascular. Os valores foram
expressos como média = e.p.m de 6 experimentos.

DISCUSSAO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os
efeitos anti-hipertensivos possiveis do extrato hi-
droalcoolico de Arrabidaceae chica Verlot (EAC)
no controle da pressao arterial de ratos espontanea-
mente hipertensos (SHR), investigando o provavel
mecanismo envolvido neste controle. Os ratos SHR
representam um modelo animal amplamente utili-
zado de hipertensdo, compartilhado em iniimeros
trabalhos semelhantes's. Acredita-se que a ativagao
do sistema nervoso simpatico € o principal mecanis-
mo que aumenta a resisténcia vascular periférica®,
fazendo com que um nivel de pressao considerado
como hipertensdo espontanea a partir da 7* sema-
na em SHR*!. Neste trabalho, estudou-se a agdo
da EAC em ratos SHR que mostrou pressao arterial
(PA) inicial igual a 151 mmHg, confirmando PA ele-
vada, onde evidenciou-se que a administragdo oral
de 0,1; 0,25 e 0,5 g/Kg/dia kg do extrato etanoli-
co da Arrabidea chica Verlot (EAC) em ratos SHR
causou uma redugao significativa nos niveis médios
a pressao arterial sistolica. A dose de 500 mg/kg
apresenta uma redugao da pressao arterial linear que
comecga na quarta semana, e causa a estabilizacao
da reducdo ate sexta semana de tratamento alcan-
cando uma reducgdo de 54,4% no fim do tratamen-
to e a 100 e 250 doses mg / kg apresentaram uma
redugdo estatisticamente significativa, diferente do
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grupo controle e apds a quinta semana, manteve-se
praticamente linear até o final do tratamento.

Neste estudo foram realizados experimentos
in vitro utilizando a artéria mesentérica superior
por se apresentar como vaso de resisténcia e esta
amplamente implicado na regulacdo do débito san-
guineo e da pressao capilar além de refletir melhor
as evolucdes da resisténcia periférica global'.

Em artérias isoladas a partir de animais trata-
dos com EAC (100; 200 e 500Kmg / kg) administra-
do por via oral todos os dias durante oito semanas,
foi possivel observar uma reducao no efeito maximo
e o deslocamento de EC50 para a direita, em para-
lelo. Considerando-se que a via oral ¢ protegida por
barreiras naturais gastrointestinal, que dificultam e
prolongam a absorc¢ao de substancias, os resultados
do tratamento cronico foram promissores pois a ad-
ministragao cronica do EAC por via oral provocou
reducdo da pressdo arterial de ratos hipertenso e in-
terferiu na resposta reativa da musculatura vascular
das artérias mesentéricas oriundas destes animais
tratados, diminuindo a reatividade das mesmas na
presenca de noradrenalina (figura 2).

Outro protocolo experimental com o objetivo
de avaliar a resposta reativa do musculo liso vascu-
lar foi realizado, buscando-se a interacao direta do
EAC versus receptor alfa-adrenérgico. Utilizou-se
para isso o modelo in vitro de artéria mesentérica su-
perior isolada de rato SHR na presenca do agonista
alfa-adrenérgico noradrenalina, em concentragdes
cumulativas crescentes e na auséncia e na presenga
do EAC. O tratamento com EAC nas concentragdes
de 100, 250 e 500 ug/mL, em seguimentos de arté-
ria mesentérica desprovida de endotélio apresenta-
ram deslocamento a direita nas concentragdes 250
e 500 pg/mL reducdo do efeito maximo e reducao
do efeito maximo nas trés concentragdes utilizadas.
Este mesmo protocolo foi realizado com as doses
igual ao anterior foi realizado na presenga do en-
dotélio e também foi possivel observar redu¢ao do
efeito maximo nas concentragOes utilizadas, bem
como deslocamento da curva a direita nas concen-
tracdes de 100 e 500 pg/mL (Figura 3 A e B). Estes
resultados em conjunto, sugerem que o EAC possui
substancias em sua composi¢do capaz de bloquear
os receptores o-adrenérgicos.

As contragdes induzidas por noradrenalina
sdo decorrentes em parte da liberagdo de calcio dos
estoques intracelulares e em parte devido o influxo
intracelular de célcio dentro da célula apos a ativa-
¢do de receptores alfa do tipo 1(a,)'*. A entrada dos
ions Ca*" no citosol ¢ uma etapa fundamental de
varios processos intracelulares. O tonus vascular
¢ controlado pela concentracdo de calcio citoplas-
matico [Ca’']c, sendo que a contrag¢ao das células
do musculo liso vascular inicia com o aumento da
[Ca?*]c. Isto pode ocorrer pelo aumento do influxo
de Ca?" do espago extracelular através dos canais
para Ca*" operados por receptor, ou pela liberagido
de Ca*" dos estoques do reticulo sarcoplasmatico’.

Os bloqueadores de VOCC’s (canais para
calcio operados por voltagem) sdo mais potentes
em inibir as contragdes induzidas por altas con-
centracdes extracelulares de K™ (KCl 80mM) do
que as induzidas por NOR ou aquelas induzidas
por concentragdes moderadas de K™ (KCL 30mM)
extracelular'®. Para ratificar a hipdtese de que o
EAC pode atuar por bloqueio de VOCC'’s, reali-
zou-se experimentos de curvas concentragdes-res-
posta cumulativa de CaCl, As curvas cumulativas
ao CaCl, em meio nominalmente sem calcio foram
deslocadas para a direita na presenga do EAC (50;
100; 250 e 500 pg/mL) com deplecdo da resposta
maxima, sugerindo um antagonismo do tipo nao
competitivo (Figura 4) .

Em seguida, buscou-se analisar a possibili-
dade deste efeito vasorelaxante ser consequéncia
da inibi¢do do influxo de Ca®" esta ocorrendo por
agdo do EAC sobre os canais Ca L. Com esta fina-
lidade foram realizados experimentos na presenga
de BayK 8644 (0,1uM) que € um ativador de Ca L
de agdo direta na subunidade o, do canal de Ca** do
tipo L*; Conforme pode ser visto, o EAC causou
relaxamento em contragdes induzidas por NOR
(10uM) e na presenca de Bay K8644 (Figura 5).

CONCLUSAO

Em conjunto estes resultados demonstram
que a administracdo cronica do EAC a ratos hi-
pertensos SHR induziu um efeito hipotensor e este
efeito hipotensor provavelmente esta relacionado a
inibicao da disponibilidade de célcio intracelular
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